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Abstract of EP0561 239 

The present invention relates to an optical solid-phase biosensor for the detection of molecules which can 
be labelled with a fluorescent dye for the recognition of substances in solution for which a biomolecule 
(receptor) specifically recognising these exists, which is chemically bonded to the uppermost layer of one 
or more layers of polyions on the surface of the sensor, by measurement of the Forster transfer between 
a further dye molecule bonded to one of the uppermost layers of the sensor and the said dye molecule. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen optischen Biosensor zur Detektion von Molekulen, die sich mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markieren lassen, zur Erkennung geloster Substanzen (im folgenden Analyten genannt), fur die 
5 ein diese spezifisch erkennendes Biomolekul (im folgenden Rezeptor genannt) existiert. Es handelt sich hierbei urn 
einen Festphasensensor mit Fluoreszenzfarbstoff, der uber einen EnergietransferprozeB auf ein zu detektierendes, 
mit einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff markiertes Molekul die Bestimmung von dessen Anwesenheit und Menge 
erlaubt. Uber eine Verdrangungs- oder eine Sandwich- Reaktion ist die Bestimmung auch von unmarkierten Analyten 
moglich. 

10 Es gibt verschiedene Methoden, Analyten, wie Hormone, Enzyme, andere Proteine, Kohlenhydrate, Nukleinsau- 

ren, pharmakologische Wirkstoffe, Toxine und andere, in flussigen Proben biologischen Ursprungs nachzuweisen. 
Unter den bekannten Methoden ragen speziell Immunoassays und damit verwandte Verfahren als eine empfindliche 
Nachweismethode zur Bestimmung sehr kleiner Mengen organischer Substanzen heraus. Immunoassay-Methoden 
beruhen allgemein auf der Fahigkeit eines Rezeptormolekuls, beispielsweise eines Antikdrpers, die Struktur und mo- 

is lekulare Organisation eines Ligandenmolekuls, sei sie durch unpolare und/oder polare Wechseiwirkungen definiert, 
spezifisch zu erkennen und dieses Molekul auf derartige Weise ganz spezifisch zu binden. 

Immunoassays werden mit verschiedenen Methoden durchgefuhrt. Dazu zahlen der Einsatz verschiedener Mar- 
kierungstechniken, meist radioaktiver, enzymgekoppelter und auf fluoreszierender Natur (E.F. Ulman, PL Khanna, 
Methods in Enzymology, 74 (1981 ), 28-60). Als Sonderfall der letztgenannten Methode kann der strahlungslose Fluo- 

20 reszenz-Energietransfer betrachtet werden, mit dem die Annaherung zweier Fluoreszenzfarbstoffe und darOber indirekt 
die Annaherung eines Rezeptor/Ligand-Paares vermessen werden kann (L Stryer, Annual Reviews in Biochemistry 
47 (1978), 819-846). In der Technik der Immunoassays und der Biosensorik hat dieses Prinzip mehrfach Erwahnung 
gefunden (S.M. Barnard, D.R. Walt, Science 251, 927 (1991), EP 150 905, DE 3938598). 

Insbesondere bringt es Vorteile, einen UberschuB von Donorfarbstoff zu Akzeptorfarbstoff zu verwenden (DE 

25 3938598). Dazu muG ersterer allerdings in einer entsprechend dem Forster- Radius kleiner als 5 bis 10 nm dicken, 
vorzugsweise monomolekularen Schicht auf einem festen Tragermaterial homogen aufgetragen sein. Dies lieG sich 
nach dem bisherigen Stand der Technik mittels der Langmuir-Blodgett-Technik Oder mit Chemisorption erreichen. Beide 
Verfahren sind entweder apparativ aufwendig, unterliegen gewissen Einschrankungen bezuglich der Form der zu be- 
schichtenden Korper oder erfordern relativ aufwendige, fur die eigentliche Funktion des Sensorprinzips nicht notwen- 

30 digs f unktionelle Gruppen an den jeweiligen aufgetragenen Molekulen. Eine Vereinfachung der Herstellbarkeit solcher 
dunner fluoreszierender Schichten mit vergleichsweise einfachen Molekulen ist demnach ein entscheidendes zu 16- 
sendes Problem. 

In der vorliegenden Erfindung wird diese Problem dadurch gelost, daG poly-ionische Makromolekule, an die ein 
Fluoreszenzfarbstoff gebunden ist, durch rein ionische Wechseiwirkungen an geladene Tragermaterialien adsorbiert 
35 werden. Die Technik der Schichterzeugung mit Polyionen ist in der deutschen Patentanmeldung DE 4 026 978 be- 
schrieben. Uberraschenderweise wurde gefunden, daG mit diesem Verfahren hohere Fluoreszenzintensitaten als mit 
Langmuir-Blodgett-Schichten vergleichbarer Dicke und Anzahl bei wesentlich geringerem Herstellungsaufwand, vor 
allem auf der apparativen Seite, zu erzielen sind. 

Gegenstand der Erfindung ist ein optischer Festphasenbiosensor, markierbar mit einem Farbstoff F-, und einem 
<to Rezeptormolekul zur Detektion von Analytmolekulen in flussiger Phase, markierbar mit einem Farbstoff F 2 unter Aus- 
nutzung des Forsterenergietransfers zwischen F 1 und F 2 , der aus 

a) einem gegebenenfalls transparenten Trager, 

b) einer daraufliegenden Muttischicht besteht, 

45 c) in der obersten Schicht oder einer der obersten Schichten den Fluoreszenzfarbstoff Fj als Donorfarbstoff che- 

misch gebunden und 

d) ein Antikorper oder Antigen als Rezeptor kovalent oder ionisch an die oberste Schicht gebunden enthalt, an 
welchem 

e) ein Antigen bzw. Antikorper als Analytmolekul gebunden werden kann, das wiederum mit dem Fluoreszenz- 
50 farbstoff F 2 markiert ist, wobei die Farbstoff molekQIe einen Abstand einnehmen, der einen strahlungslosen Forster- 

energietransfer ermoglicht, dadurch gekennzeichnet, dafl als Multischicht b) mehrere altemierende Schichten als 
Polyanionen und Polykationen eingesetzt werden, und daG die Konzentration des gebundenen Analytmolekuls in 
Abhangigkeit von der Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitat von F 2 bzw. der Abnahme der Fluoreszenzin- 
tensitat von F-, oder der Veranderung des Verhaltnisses von beiden Intensitaten gemessen wird. 

55 

Als Trager fur die aufzubringenden Schichten kommen beispielsweise G laser wie FloatglasoderQuarzglas, Halb- 
leitermaterialien wie Silizium, Kunststoffe wie Polyester, Vinylpolymere oder Polycarbonat, sowie Metalle in Frage. Urn 
darauf eine Verbindung uber ionische Wechseiwirkungen adsorbieren zu konnen, muG die Trageroberflache in aus- 
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reichendem MaBe Ladungstrager aufweisen. Bei einigen der genannten Mate rial ien, wie den Glasern Oder an der 
Oberflache oxidiertem Silizium, 1st dies bereits in gewissem MaBe gegeben. Wenn dies nicht ausreicht, konnen die 
Tragermaterialien auch durch chemische Oberflachenmodifikation mit ionischen Gruppen belegt werden, beispiels- 
weise mit Aminopropyl-ethoxy-dimethylsilan, wie in der deutschen Patentanmeldung DE 4026 978 beschrieben. Auch 

5 eine oxidative Behandlung, beispielsweise durch naBchemische Oxidation, durch Koronaentladung Oder durch Plas- 
mabehandlung der Tragermaterialien, ist eine geeignete und dem Fachmann bekannte Methode, urn ionisierbare Ober- 
flachen zu erzeugen. Alternativ dazu konnen die Oberflachen auch Gruppen enthalten, die mit der ersten aufzubrin- 
genden Schicht chemisch unter Ausbildung kovalenter Bindungen reagieren konnen, wie zum Beispiel Vlnylidenchlo- 
rid-Aktivierung zur Belegung mit Polyaminoverbindungen. 

10 Als adsorbierende Polyionen werden Polyanionen und Polykationen benotigt. Als Polykationen kommen vorzugs- 

weise Verbindungen mit Aminofunktionen in Betracht, wie Polylysin, Polyallylamin, Polyvinylpyridin, mit Aminofunktio- 
nen modifizierte Dextrane (z.B. DEAE-Dextran) sowie Chitosan. Die Aminoverbindungen konnen entweder durch ein- 
fache Protonierung Oder durch Quaternisierung in den ionisierten Zustand Oberfuhrt werden. Zu einem geringen Grade 
konnen die Aminogruppen auch mit funktionellen Gruppen, wie z.B. dem Donorfarbstoff und/oder Reaktivgruppen zur 

'5 Anbindung von Rezeptormolekulen, versehen sein. 

Als Polyanionen kommen vorzugsweise Polycarbonsauren und Polys ulfonsauren in Betracht Beispiele hierfur sind 
Polyglutamat, Polystyrolsulfonsaure, oder Dextransulfat. Auch hier konnen, wie im Falle der Polykationen, funktionelle 
Gruppen angebracht sein. Insbesondere im Falle von Polystyrolsulfonsaure und anderen vinylischen Sulfonsauren 
erweist sich der Einbau von acrylierten Cumarin-Farbstoffen oder Aminofluorescein als geeignet. Beispiele fur Verbin- 

20 dungen dieser Art sind im Anwendungsbeispiel 1 und in der deutschen Patentanmeldung DE 4 114 482 beschrieben: 
Der Aufbau einer funktionellen Multischicht erfolgt nun durch sukzessives, alternierendes Tauchen des Tragers in 
waBrige Losungen, die auch Zusatze von organischen Losungsmitteln enthalten konnen, von Polyionen, z.B. Polykat- 
ion, Polyanion, Polykation, u.s.f., mit dazwischen ausgefuhrten Spulvorgangen. Die Polyionen werden vorzugsweise 
in Konzentrationen zwischen 0.01 und 1 g/l im Losungsmittel gelost, wobei das Konzentrationsoptimum vom Moleku- 

25 largewicht und der Art der verwendeten Beschichtungstechnik abhangt und im Einzelfall optimiert werden mu3. Der 
pH der Losung wird auf 1 0 oder weniger eingestellt, wobei es darauf ankommt, daB die Polyaminoverbindungen, soweit 
sie nicht ohnehin quaternisiert sind, in protonierter Form vorliegen und auch nicht beim nachfolgenden Eintauchen des 
Tragers in eine Polykationen-Losung deprotoniert und abgeldst werden. Eine der obersten Schichten (innerhalb des 
Forster-Radius von 5 bis 10 nm) sollte dasjenige Polyion enthalten, an das ein Fluoreszenzfarbstoff gebunden ist. An 

30 die oberste Schicht wird dann beispielsweise ein Antikdrpermolekul oder ein Antigen mit Reaktivankergruppe immo- 
bilisiert. Zur Immobilisierung von Antikorpern bieten sich die literaturbekannten Methoden und Reagenzien an, wie z. 
B. N-Hydroxysuccinimidester, Isocyanate und Isothiocyanate. Anwendungsbeispiel 2 zeigt, alternativ dazu, die Anbin- 
dung von aktiviertem Digitoxigenin an Polylysin. 

Als Donor-/Akzeptorpaare fur den Forster-Energietransfer eignen sich beispielsweise die folgenden Kombinatio- 

35 nen von Farbstoffen: 



DonorfF!) 


Akzeptor (F 2 ) 


Fluoresceinderivate 
Fluoresceinderivate 
Cumarin der Formel I 
Cumarin der Formel II 


Tetramethylrhodamin 
Texasrot 

Tetramethylrhodamin 
Tetramethylrhodamin 



45 



50 



55 
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Die genannten Akzeptorfarbstoffe lassen sich sowohi mit Proteinrezeptoren als auch mit verschiedenen nieder- 
molekularen Substanzen, sofern sie uber Aminogruppen verfugen, in dem Fachmann bekannter Weise zur Reaktion 
bringen. An diese Bindungsstellen lassen sich anschlieGend mit einem zu dem In den Schichtlagen gebundenen kom- 
plementaren Fluoreszenzfarbstotf ein fluoreszenzmarkierter Bindungspartner durch Forster-Energietransfer nachwei- 
sen. Beispielsweise kann an das Digitoxigenin-modifizierte Polylysin (Anwendungsbeispiel 2) ein mit Tetramethylrho- 
damin-isothiocyanat (TRITC) markierter monoklonaler Antikorper Oder ein Fab-Fragment desselben gebunden wer- 
den. Freies Digoxin laGt sich in dieser Anordnung durch Verdrangung des Antikdrpers von der Festphase Oder durch 
vorherige Reaktion mit dem markierten Antikorper nachweisen [analog: R.G. Sommer et al., Clin. Chem. 36, 201-206 
(1990)]. 

Der Nachweis von Analyten erfolgt durch einfaches Inkontaktbringen des beschichteten Tragers mit der Proben- 
losung und anschlie3ender Fluoreszenzmessung. Ein Forster-Energietransfer la(3t sich in Qblichen Fluoreszenzspek- 
trometern, aber auch in speziell datur ausgelegten Geraten, wie z.B. in der deutschen Anmeldung DE 4 116 116 be- 
schrieben, messen. 

Anwendungsbelsplele: 

1 . Synthese cumar inhaltiger anionischer Polymerer 

In 25 ml Dimethylsulfoxid werden folgende Substanzen gelost: 



Polymer 
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A [g] B [g] C [gj 



Natrium-p-styrylsulfonat 2 3 

Kalium-sulfopropyl- - - 2,66 
methacrylat 

Cumarin I 2 1- 

Cumarin II - - ^33 

Azobisiso- 0,02 0,02 0,02 
butyronitril 



Cumarin I = 




Cumarin II 




Die Losung wird in die Polymerisationsapparatur gegeben. 

Die Apparatur wird evakuiert, mit Reinststickstoff beschickt und dieser Vorgang dreimal wiederholt; die Losung 
wird anschlieGend auf 65°C erwarmt und 15 h reagiert. Die Reaktionslosung wird in 200 ml Aceton eingetropft, der 
entstandene Niederschlag abfiltriert und getrocknet. Das Rohpolymer wird einer Ultrafiltration (Cutoff 10.000 Dalton) 
unterworfen. 
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Ausbeute 70 - 80 % der Theorie. 

Physikalische Daten der hergestelften Polymere:, 



Fluoreszenz (gemessen in H 2 O t pH 10) 




Polymere A, B; 


Polymer C 


x exc 
*em 


385 nm 
498 nm 


410 nm 
499 nm 



Molekulargewichte (M n , gemessen mit waBriger Gelpermeationschromatographie): 



Polymer A 


Polymer B 


Polymer C 


150 000 


250 000 


180 000 



2. Derlvatisierung von Polylysln mit Dlgitoxlgenin 

25 mg poly-DL-Lysin werden in 15 ml Methanol gelost und mit 20 uJ Triethylamin versetzt. Unter Ruhren werden 
bei Raumtemperatur 22 mg Digitoxigenin-(6-aminocaproyl-carboxy)-N-hydroxysuccinimid 

20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



N-O-C- (CHjVNH-C-O 

II II 

o o 




o 



in 5 ml Isopropanol/Chloroform (1:1, v/v) zugetropft. Die Losung wird anschlieBend 2 h unter RuckfluG, dann 8 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird im Vakuum eingedampft, in 2 ml Wasser aufgenommen und 
uber eine Sephadex G-25 Saule (50 cm x 1 6 cm 0, U V-Detektion 254 nm, Laufmittel: Wasser) chromatographiert. Die 
produkthaltigen Fraktionen werden getriergetrocknet. Ausbeute: 27 mg (60 % d. Th.) 
1 H-NMR (250 MHz, CDCI 3 ): 1,45 (m), 1,71 (m), 2,66 (s), 2,99 (m), 4,30 (m), 4,80 (m)ppm 

Eine immunologische Bestimmung des Digitoxigenin-Einbaus (Miles Seralyzer Digoxin Assay Kit) ergab einen 
Anteil Digoxinaquivalente von 2,5 Gew-%). 

3. Reinigung und Vorbehandlung eines Glasplattchens 

3.1. Grundrelnigung 

Ein Objekttrager aus Floatglas wird 1 Minute lang mit Wasser im Ultraschallbad behandelt und mit Stickstoff sorg- 
faltig getrocknet, wobei die Oberflachen staubfrei gereinigt werden. Dann wird das Plattchen zur Vbrreinigung in eine 
Mischung aus konz. Schwefelsaure und Wasserstoffperoxid (7:3, v/v) gebracht und darin bei 80°C eine Stunde lang 
im Ultraschallbad behandelt. Nach der Abkuhlung auf Raumtemperatur wird das Plattchen 3 mal je 60 Sekunden in 
Wasser im Ultraschallbad behandelt und mit Wasser saurefrei gewaschen. Anschlie3end wird es in ein Gemisch aus 
H 2 0/H 2 02/NH 3 (5:1:1, v/v/v) gebracht und darin 5 Minuten lang bei 80°C behandelt. Danach wird das Plattchen sorg- 
faltig mit Wasser salzf rei gewaschen. 

3.2. Aminosilanisierung 



Das Plattchen wird vor der Silanisierungsreaktion zur Entfernung von Wasserspuren je 2 Minuten lang in Methanol, 
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Methanol/Toluol (1:1, v/v) und Toluol behandelt. Danach laGt man es unter Stickstoffatmosphare 15 h in einer 5%igen 
(v/v) 3-Aminopropyldimethylethoxysilan-L6sung in Toluol reagieren. SchlieBlich wird das Plattchen je 1 Minute lang 
mit Toluol, Toluol/Dimethylsulfoxid (DMSO) (1:1, v/v) und DMSO im Uttraschallbad behandelt. 

£ 4. Herstellung eines Schichtelementes mit monomolekularer fluorophorhaltiger Lage 

Allgemeines Beschichtungsverfahren 

A) Ein Probenplattchen wird 20 Minuten lang in Losung A (Polykation) getaucht, dann 3 mal je 20 Sekunden in je 
>o 1 o ml Wasser getaucht und trocknen lassen. 

B) AnschlieBend wird 20 Minuten in Losung B (Polyanion), wiederum 3 mal fur 20 Sekunden in je 10 ml Vtosser 
getaucht und trocknen gelassen. 

75 4. 

1 . Auf Floatglas, ohne Belegung mit Aminogruppen 
Die Objekttrager aus Floatglas werden nach Beispiel 3.1. vorbehandelt und nach obiger Prozedur durch sukzes- 
sives Tauchen in folgende Losungen belegt: 

20 4.1.1. 

Losung A: 5 mg Polylysin in 10 ml 0.05 M Carbonatpuffer pH 8; 
Losung B: 5 mg Polymer C in 10 ml 0.05 M Carbonatpuffer pH 8. 

4.1.2. 

25 Losung A: 0.5 mg DEAE-Dextran in 10 ml 0.05 M Carbonatpuffer pH 8; 

Losung B: 0.5 mg Polymer C in 10 ml 0.05 M Carbonatpuffer pH 8. 

4.1.3. 

Losung A: 10 mg Polylysin in 10 ml 0.05 M Carbonatpuffer pH 8; 
30 Losung B: 1 mg Polymer C in 10 ml 0.05 M Carbonatpuffer pH 8. 

4.1,4. 

Losung A: 1 mg DEAE-Dextran in 10 ml 3 mM Salzsaure; 
Losung B: 1 mg Polymer C in 10 ml 3 mM Salzsaure. 

35 

4.1.5. 

Losung A: 0.1 mg Polyvinylpyridin (Reilline 2200) in 10 ml 3 mM Salzsaure; 
Losung B: 10 mg Polymer A in 10 ml 3 mM Salzsaure. 

40 4.2. Auf Floatglas, mit Belegung mit Aminogruppen 

Die Objekttrager aus Floatglas werden nach Beispiel 3.2. vorbehandelt und in Abwandlung der allgemeinen Pro- 
zedur lediglich durch Tauchen in Losung B belegt. Es lassen sich die Losungen von 4.1.1. bis 4.1.4 verwenden. 

45 4.3. Auf Polyesterfolie 

Ein Stuck von mit Vinylidenchlorid oberflachenaktivierter Polyesterfolie wird ohne weitere Reinigungsschritte ana- 
log der obigen allgemeinen Prozedur beschichtet. Es lassen sich die Losungen von 4.1.1. bis 4.1.4. verwenden. 

so 5. Messung der Blndung von TRITC-markiertem Anti-DlgoxIn-IgG an das Schlchtelement 

Ein nach Beispiel 4.1 .3. beschichteter Trager wird daran anschlieBend durch Tauchen in eine Losung von 0.1 mg/ 
ml Digitoxigenin-derivatisiertem Polylysin (Beispiel 2) und Waschen gemaB der allgemeinen Prozedur mit einer spe- 
zifisch bindenden Schicht Oberzogen. 
55 Das Plattchen wird anschlieBend mit 50 \i\ einer Losung von TRITC-Anti-Digoxin-IgG (hergestellt durch Reaktion von 
Tetramethylrhodamin-isothiocyanat und Anti-Digoxin-IgG) in Kontakt benetzt (Protein konzentration 0.1 mg/ml). Nach 
Spulen mit einem Puffer (15 mM KH 2 P0 4 , 25 mM Citrat, 1 mM MgCI 2 , 50 mM KCI, 0.4 g/l NaN 3 , 1 g/l Rinderserumal- 
bumin, pH 6.4) wird die Fluoreszenz nochmals gemessen, wobei die des Cumarins aus dem Polymer C (509 nm) 
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zugunsten der Fluoreszenz des TRITC (587 nm) geloscht wird (Figur 1, Kurve a). Zur Kontrolle wird anstelle des 
Digitoxigenin-derivatisierten Polylysin underivatisiertes Polylysin in gleicher Konzentration eingesetzt, wodurch die 
oberste Schicht nicht zur Bindung befahigt ist und sich kein Energietransfer ergibt (Figur 1, Kurve b). 

5 

Patentanspruche 

1 . Optischer Festphasenbiosensor, markierbar mit einem Farbstoff F n und einem Rezeptormolekul zur Detektion von 
Analytmolekulen in flussiger Phase, markierbar mit einem Farbstoff F 2 unter Ausnutzung des Forsterenergietrans- 
10 fers zwischen F 1 und F 2 , der aus 

a) einem gegebenenfalls transparenten Trager, 

b) einer daraufliegenden Multischicht besteht, 

75 

c) in der obersten Schicht oder einer der obersten Schichten den Fluoreszenzfarbstoff F^ als Donorfarbstoff 
chemisch gebunden und 

d) ein Antikorper oder Antigen als Rezeptor kovalent oder ionisch an die oberste Schicht gebunden enthalt, 
20 an welchem 

e) ein Antigen bzw. Antikorper als Analytmolekul gebunden werden kann, das wiederum mit dem Fluores- 
zenzfarbstoff F 2 markiert ist, wobei die Farbstoff molekule einen Abstand einnehmen, der einen strahlungslo- 
sen Forsterenergietransfer ermoglicht, dadurch gekennzeichnet, daB als Multischicht b) mehrere alternierende 

25 Schichten als Polyanionen und Polykationen eingesetzt werden, und daB die Konzentration des gebundenen 

Analytmolekuls in Abhangigkeit von der Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitat von F 2 bzw. der Abnah- 
me der Fluoreszenzintensitat von F^ oder der Veranderung des Verhaltnisses von beiden Intensitaten gemes- 
sen wird. 

30 2. Optischer Biosensor gemaB Anspruch 1 , in dem das Analytmolekul e) ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff F 2 mar- 
kiertes, an die oberste Schicht gebundenes Molekul, das nicht der Analyt ist, von der obersten Schicht verdrangt 
und die Konzentration desschlieBlich gebundenen Analytmolekuls in Abhangigkeit von der Abnahme der relativen 
Fluoreszenzintensitat von F 2 bzw. der Zunahme der Fluoreszenzintensitat von F 1 oder der Anderung des Verhalt- 
nisses von beiden Intensitaten gemessen wird. 

35 

3. Optischer Biosensor gemaB Anspruch 1 oder 2, in dem als Tragermaterial a) Floatglas, Quarzglas, Silizium, Po- 
lyester, Vinylpolymere oder Polycarbonat eingesetzt werden. 

4. Optischer Biosensor nach Anspruch 1 oder 2, bei dem es sich bei den polyan ionisch en Verbindungen um Poly- 
40 glutaminsaure, Polystyrolsulfonsaure, Dextransulfat oder ein Copolymeres aus Styrolsulfonsaure oder anderen 

vinylischen Sulfonsauren und einem Vinylderivat eines Fluoreszenzfarbstoffes handelt. 

5. Optischer Biosensor nach Anspruch 4, bei dem es sich bei den polyanionischen Verbindungen um Copolymere 
aus Styrolsulfonat oder Sulfopropylmethacrylat und dem Acrylat eines Cumarinfarbstoffs handelt. 

45 

6. Optischer Biosensor nach Anspruch 1 oder 2, bei dem es sich bei den polykationischen Verbindungen um Polylysin, 
Polyallylamin, Polyvinylpyridin, Chitosan oderderen durch Permethylierung quatemisierte Ammoniumsalze, oder 
um DEAE-Dextran handelt. 

50 7. Optischer Biosensor nach Anspruch 6, bei dem es sich bei den polykationischen Verbindungen um teilweise mit 
Fluorescein-isothiocyanat oder einem anderen Reaktivfarbstoff derivatisierte Polyaminoverbindungen wie Polyly- 
sin oder Polyallylamin handelt. 

8. Optischer Biosensor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als fOr einen Forstertransfer geeig- 
& netes Farbstoffpaar F-, und F 2 

Fluoresceinderivate und Tetram ethyl rhodamin, 
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Fluoresceinderivate und Texasrot, 

Cumarin der Formel I und Tetramethylrhodamin 



10 



15 




0) 



Oder 

20 Cumarin der Formel II und Tetramethylrhodamin, 



25 

30 Et 2 N 




eingesetzt werden. 

9. Optischer Biosensor nach Anspruch 8, in dem 

35 

Cumarin der Formel I und Tetramethylrhodamin 
Oder 

Cumarin der Formel II und Tetramethylrhodamin 

40 

als Farbstoffpaar F-, und F 2 eingesetzt werden. 

10. Verfahren zur Bestimmung von Digoxin als Analytmolekul mit einem Biosensor gemaG Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB aut einen Glastrager als erste Schicht ein Polylysin, als zweite Schicht ein Copolymer aus 

is Kaliumsulfopropylmethacrylat und einem Cumarin der Formel il als Farbstoff f y 



50 




(") 



und als oberste Schicht ein Polylysin, derivatisiert mit Digitoxigenin als Rezeptor, aufgetragen wird, Anti-Digoxin- 
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Immunglobulin G mit Tetramethylrhodaminisothiocyanat als Farbstoff F 2 in Losung markiert wird, der Sensor in 
die Losung eingetaucht wird, anschlieftend in eine Digitoxinhaltige Losung eingetaucht wird und die Abnahme der 
Fluoreszenzintensitat aus dem Farbstoff F 2 bzw. die Zunahme der Fluoreszenzintensitat aus dem Farbstoff F 1 
oder die Anderung des Verhaltnisses von beiden gemessen wird. 

11. Verfahren zur Herstellung eines optischen Biosensors gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
auf einem gegebenenfalls transparenten Trager durch sukzessives alternierendes Eintauchen des Tragers in L6- 
sungen von polyanionischen und polykationischen Verbindungen mehrere Schichten aufgetragen werden, der 
Trager nach jedem Schichtauftrag gewaschen und getrocknet wird, in dem eine der obersten Potyionen-Schichten 
einen fluoreszenzfahigen Farbstoff F 1 chemisch gebunden enthalt und die oberste Schicht einen Rezeptor kovalent 
oder ionisch gebunden enthalt. 

12. Verwendung des optischen Biosensors nach Anspruch 1 oder 2 zur Detektion biochemisch aktiver Verbindungen. 



Claims 

1. Optical solid-phase biosensor which can be labelled with a dye F^ and with a receptor molecule for detecting 
analyte molecules in liquid phase, which can be labelled with a dye F 2 utilizing the Forster energy transfer between 
F 1 and F 2 , which consists of 

a) an optionally transparent substrate, 

b) a multilayer located thereon, 

c) contains in the top layer or one of the top layers the fluorescent dye F 1 as donor dye chemically bonded and 

d) an antibody or antigen as receptor covalently or ionically bonded to the top layer, to which receptor 

e) an antigen or antibody, respectively, can be bound as analyte molecule which, in turn, is labelled with the 
fluorescent dye F 2 , where the dye molecules are located at a distance which permits radiationless Forster 
energy transfer, characterized in that a plurality of alternating layers of polyanions and polycations are em- 
ployed as multilayer b), and in that the concentration of the bound analyte molecule is measured as a function 
of the increase in the relative fluorescence intensity of F 2 or the decrease in the fluorescence intensity of F^ 
or the change in the ratio of the. two intensities. 

2. Optical biosensor according to Claim 1, in which the analyte molecule e) displaces a molecule which is labelled 
with the fluorescent dye F 2 and is bound to the top layer and which is not the analyte from the top layer, and the 
concentration of the eventually bound analyte molecule is measured as a function of the decrease in the relative 
fluorescence intensity of F 2 or the increase in the fluorescence intensity of F-, or the change in the ratio of the two 
intensities. 

3. Optical biosensor according to Claim 1 or 2, in which float glass, quartz glass, silicon, polyester, vinyl polymers or 
polycarbonate are employed as substrate material a). 

4. Optical biosensor according to Claim 1 or 2, in which the polyanionic compounds are polyglutamic acid, polysty- 
renesulphonic acid, dextran sulphate or a copolymer of styrenesulphonic acid or other vinylic sulphonic acids and 
a vinyl derivative of a fluorescent dye. 

5. Optical biosensor according to Claim 4, in which the polyanionic compounds are copolymers of styrenesulphonate 
or sulphopropyl methacrylate and the aery late of a coumarin dye. 

6. Optical biosensor according to Claim 1 or 2, in which the polycationic compounds are polylysine, polyallylamine, 
polyvinylpyridine, chitosan or their ammonium salts quaternized by permethylation, or DEAE-dextran. 

7. Optical biosensor according to Claim 6, in which the polycationic compounds are polyamino compounds, such as 
polylysine or polyallylamine, partly derivatized with fluorescein isothiocyanate or another reactive dye. 

8. Optical biosensor according to Claim 1 or 2, characterized in that the pair of dyes F-, and F 2 employed as suitable 
for a Forster transfer are fluorescein derivatives and tetramethylrhodamine, fluorescein derivatives and texas red, 
coumarin of the formula I and tetramethylrhodamine 
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0) 



or coumarin of the formula II and tetramethylrhodamine 



75 



20 




08 



25 



30 



9. Optical biosensor according to Claim 8, in which 

coumarin of the formula I and tetramethylrhodamine or 

coumarin of the formula II and tetramethylrhodamine are employed as pair of dyes F 1 and F 2 . 

10. Method for determining digoxin as analyte molecule using a biosensor according to Claim 1, characterized by 
application to a glass substrate of a polylysine as first layer, of a copolymer of potassium sulphopropyl methacrylate 
and a coumarin of the formula II as dye F., 



35 



40 




(") 



45 



50 



as second layer, and of a polylysine derivatized with digitoxigenin as receptor as top layer, labelling of anti-digoxin 
immunoglobulin G with tetramethylrhodamine isothiocyanate as dye F 2 in solution, immersion of the sensor in the 
solution, subsequent immersion in a digitoxin-containing solution, and measurement of the decrease in the fluo- 
rescence intensity from dye F 2 or the increase in the fluorescence intensity from F-, or the change in the ratio of 
the two. 



55 



11. Process for the production of an optical biosensor according to Claim 1 or 2, characterized in that a plurality of 
layers is applied to an optionally transparent substrate by successive alternating immersion of the substrate in 
solutions of polyanionic and polycationic compounds, the substrate is washed and dried after each layer applica- 
tion, in which one of the top polyion layers contains a dye Fj capable of fluorescence chemically bonded, and the 
top layer contains a receptor covalently or ionically bonded. 

12. Use of the optical biosensor according to Claim 1 or 2 for detecting biochemically active compounds. 
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Revendications 



10 



1. Biocapteur optique en phase solide apte k 6tre marqud avec un colorant et avec une molecule r6ceptrice pour 
la detection de molecules d'analytes en phase liquide, apte k §tre marquee avec un colorant F 2 en utilisant le 
transfert d'6nergie de Forster entre F 1 et F 2> qui est constitud par 

a) un support dventuellement transparent, 

b) une multicouche superposde k ce dernier, 

c) qui contient dans la couche sup6rieure ou dans une des couches supdrieures, le fluorochrome F 1 k titre de 
colorant donneur, k P6tat lid par voie chimique, et 

d) un anticorps ou un antigdne k titre de rdcepteur, lid par voie covalente ou par voie ionique k la couche 
is supdrieure, 

e) auquel peut venir se lier un antigfcne, respect ivement un anticorps k titre de mol6cule d'analyte, qui a 6t6 
marqud k son tour avec le fluorochrome F 2 , les molecules de colorant venant se placer avec un ecartement 
qui permet un transfert d'dnergie de Forster exempt de radiation, caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre, k 

20 titre de multicouche b), plusieurs couches alternantes sous forme de polyanions et de polycations, et en ce 

que la concentration de la molecule d'analyte li£e est mesurde en fonction de I'augmentation de I'intensite de 
fluorescence relative de F 2 , respectivement de la diminution de I'intensite de fluorescence de F 1 ou encore 
de la modification du rapport des deux intensitds. 

2S 2. Biocapteur optique selon la revendication 1 , dans lequel la molecule d'analyte e) deplace de la couche supdrieure 
une molecule, qui n'est pas I'analyte, marquee avec le fluorochrome F 2 et lide k la couche supdrieure, la concen- 
tration de la molecule d'analyte Ii6e en definitive 6tant mesur6e en fonction de la diminution de I'intensite de fluo- 
rescence relative de F2, respectivement de I'augmentation de ('intensity de fluorescence de F 1( ou encore de la 
modification du rapport des deux intensites. 

30 

3. Biocapteur optique selon la revendication 1 ou 2, dans lequel on met en oeuvre, k titre de mati&re de support, a) 
du verre flotte, du verre quartzeux, du silicium, du polyester, des polym&res vinyliques ou du polycarbonate. 

4. Biocapteur optique selon la revendication 1 ou 2, dans lequel, en ce qui concerne les composes polyanioniques, 
35 j| s'agit de I'acide polyglutamique, de I'acide polystyr&ne-sulfonique, du sulfate de dextrane ou d'un copolymere 

d'acide styr&nesulfonique ou d'autres acides vinylsulfoniques et d'un derive vtnylique d'un fluorochrome. 

5. Biocapteur optique selon la revendication 4, dans lequel, en ce qui concerne les composes polyanioniques, il s'agit 
de copolymers de styrfcnesulfonate ou de mdthacrylate de sulfopropyle et de I'acrylate d'un colorant de coumarine. 

40 

6. Biocapteur optique selon la revendication 1 ou 2, dans lequel, en ce qui concerne les composes polycationiques, 
il s'agit de la polylysine, de la polyallylamine, de la polyvinylpyridine, du chitosane ou de leurs sels d'ammonium 
quaternisds par permethylation ou encore du DEAE-dextrane. 

45 7. Biocapteur optique selon la revendication 6, dans lequel, en ce qui concerne les composes polycationiques, il 
s'agit de composes polyamino modifies en partie avec du fluorescdine-isothiocyanate ou avec un autre colorant 
rdactif, tels que la polylysine ou la polyallylamine. 

8. Biocapteur optique selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre, pour une paire de colorants 
50 F-, et F 2 appropri6s pour un transfert de Forster, 

des derives de fluoresc6ine et de la tetramethylrhodamine, 

des derives de fluoresceins et du rouge du Texas, 

55 

de la coumarine de formule I et de la tetramethylrhodamine 
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5 



10 




(I) 



OU 

15 de la coumarine de formule II et de la t6tram6thylrhodamine 



20 




9. Biocapteur optique selon la revendication 8, dans lequel, a titre de paire de colorants et F 2 , on met en oeuvre 
de la coumarine de formule I et de la trimSthylrhodamine ou de la coumarine de formule II et de ia t6tram6thylrho- 
damine. 

30 

10. Proc6d6 pour la determination de la teneur en digoxine a titre de molecule d'analyte a I'aide d'un biocapteur selon 
la revendication 1, caract§ris6 en ce qu'on applique, sur un support en verre, a titre de premiere couche, une 
polylysine, a titre de deuxi&me couche, un copolym&re de sulfopropylm§thacrylate de potassium et d'une couma- 
rine de formule II a titre de colorant F-, 

35 



40 




et, a titre de couche sup6rieure, une polylysine modifi6e avec de la digitoxig6nine a titre de r6cepteur, on marque 
rimmunoglobuline G anti-digoxine avec du t6tram6thylrhodamine-isothiocyanate a titre de colorant F 2 en solution, 
on plonge le capteur dans la solution, on le plonge ensuite dans une solution contenant de la digitoxine et on 
so mesure la diminution de I'intensit6 de la fluorescence 6mise par le colorant F 2 , respectivement I'augmentation de 

I'intensit6 de la fluorescence 6mise par le colorant F 1 ou encore la modification du rapport des deux. 

11 . Proc6d6 pour la preparation d'un biocapteur optique selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce qu'on applique 
plusieurs couches sur un support 6ventuellement transparent, par immersions successives en alternance du sup- 
55 port dans des solutions de composes polyanioniques et polycationiques, on lave et on s6che le support apr^s 

chaque application de couche, dans lequel une des couches supSrieures a teneur polyionique contient un fluoro- 
chrome F 1 \\6 par voie chimique et la couche supSrieure contient un r6cepteur Ii6 par voie covalente ou par voie 
ionique. 
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12. Utilisation du biocapteur optique selon la revendication 1 ou 2, pour la detection de composes k activity biochimi 
que. 
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